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Abstrac t 
 
Purpose : Uro the lia l c a rc ino ma  ha s re c e ntly b e e n sho wn to  e xpre ss se ve ra l 
a q ua po rins (AQP), with AQP3 b e ing  o f pa rtic ula r inte re st a s its e xpre ssio n is 
re d uc e d  o r lo st in tumo urs o f hig he r g ra d e  a nd  sta g e . Lo ss o f AQP3 e xpre ssio n 
wa s a sso c ia te d  with wo rse  pro g re ssio n-fre e  surviva l (PFS) in pa tie nts with pT1 
b la d d e r c a nc e r. The  o b je c tive  o f this stud y wa s to  inve stig a te  the  pro g no stic  
va lue  o f AQP3 e xpre ssio n in pa tie nts with musc le -inva sive  b la dde r c a rc ino ma  
(MIBC). 
Me thods: Re tro spe c tive  sing le -c e nte r a na lysis o f the  o nc o lo g ic a l o utc o me  o f 
pa tie nts fo llo wing  ra d ic a l c yste c to my (Cx) d ue  to  MIBC wa s pe rfo rme d .  
Immuno histo c he mistry wa s use d  to  a sse ss AQP3 pro te in e xpre ssio n in 100 Cx 
spe c ime ns. The  c linic a l va lue  o f the  ma rke r wa s a na lyze d  in re la tio n to  
pro g re ssio n, c a nc e r-spe c ific  a nd  o ve ra ll surviva l using  Ka p la n-Me ie r a nd  
multiva ria te  Co x re g re ssio n a na lysis (CRA). 
Re sults: Lo ss o f o r we a k AQP3 e xpre ssio n wa s a sso c ia te d  with a  sta tistic a lly 
sig nific a ntly wo rse  PFS (19% vs. 75%, p=0.043) a nd  CSS (18% vs. 75%, p=0.030) 
a nd , a lo ng sid e  lymph no d e  invo lve me nt, wa s a n ind e pe nd e nt pre d ic to r o f 
PFS (HR 2.872, CI: 1.058 – 7.796, p=0.038) a nd  CSS (HR 3.332, CI: 1.221 – 9.089, 
p=0.019) in CRA. Co nc lusio ns ma y b e  limite d  b y the  size  o f the  pa tie nt c o ho rt 
a nd  the  re stric te d   sta tistic a l po we r o f the  stud y.  
Conc lusions: Altho ug h the  re sults o f the  stud y wo uld  b e  stre ng the ne d  b y a  
la rg e r, mo re  a ppro p ria te ly po we re d , pro spe c tive , multi-institutio na l stud y, o ur 
find ing s stro ng ly sug g e st tha t AQP3 e xpre ssio n sta tus ma y re pre se nt a n 
ind e pe nde nt pre d ic to r o f PFS a nd  CSS in MIBC a nd  ma y he lp  se le c t pa tie nts 
in ne e d  fo r (ne o -)a d juva nt c he mo the ra py. 
Introduc tion 
Uro the lia l c a rc ino ma  o f the  b la d d e r (UBC) is the  4th mo st c o mmo n 
ma lig na nc y in me n a nd  the  8th mo st c o mmo n c a use  o f ma le  c a nc e r d e a th 
in the  Unite d  Sta te s1. Pa tho lo g ic a l sta g ing  a nd  g ra d ing  c o ntinue  to  b e  the  
mo st po we rful c rite ria  in re la tio n to  the ra py o f c ho ic e  a nd  pro g no sis o f the  
d ise a se . Whe re a s mo le c ula r d ia g no stic s ha ve  b e c o me  a n inte g ra l pa rt o f 
ro utine  c linic a l ma na g e me nt fo r pa tie nts with b re a st, c o lo n a nd  lung  c a nc e r, 
b io ma rke rs p la y o nly a  mino r ro le  in c urre nt ma na g e me nt stra te g ie s fo r UBC. 
The re fo re  the re  is still a  ne e d  fo r p ro g no stic  mo le c ula r ma rke rs tha t c a n he lp  
c linic ia ns se le c t pa tie nts in ne e d  o f e a rly surg ic a l a nd / o r ne o a d juva nt 
ma na g e me nt.  
The  pro g no stic  sig nific a nc e  o f a q ua po rin (AQP) wa te r c ha nne l e xpre ssio n in 
UBC ha s no t b e e n inve stig a te d  in la rg e r pa tie nt c o ho rts to  d a te . AQPs a re  a  
fa mily o f tra ns-me mb ra ne  c ha nne l-fo rming  pro te ins tha t se le c tive ly a llo w 
wa te r a nd  o the r sma ll, unc ha rg e d  mo le c ule s to  pa ss a c ro ss c e ll me mb ra ne s 
in re spo nse  to  o smo tic  o r p re ssure  g ra d ie nts. We  ha ve  pre vio usly 
d e mo nstra te d  tha t no rma l, i.e . no n-d ise a se d , huma n uro the lium e xpre sse s 
se ve ra l AQPs, sug g e sting  a  po te ntia l ro le  in wa te r a nd  ure a  tra nspo rt a c ro ss 
the  uro the lia l la ye r2. Pre d o mina nt e xpre ssio n o f AQP3 is suppo rtive  o f the  
hypo the sis tha t the  uro the lium ma y b e  a b le  to  mo d ify vo lume  a nd  fina l 
c o mpo sitio n o f the  urine 3. Apa rt fro m its c ruc ia l sig nific a nc e  in huma n 
physio lo g y, the re  is stro ng  pre sumptive  e vid e nc e  tha t AQPs p la y a  ro le  in 
c a rc ino g e ne sis, suc h a s in tumo ur a ng io g e ne sis a nd  c e ll mig ra tio n4. 
On the  b a sis o f o ur find ing s in no rma l huma n uro the lium, we  ha ve  pre vio usly 
inve stig a te d  the  e xpre ssio n a nd  po te ntia l sig nific a nc e  o f AQPs in UBC a nd  
sho we d  tha t the re  is a  sig nific a nt c o rre la tio n b e twe e n AQP3 pro te in 
e xpre ssio n a nd  tumo ur sta g e  a nd  g ra d e , with AQP3 e xpre ssio n b e ing  
re d uc e d  o r lo st in tumo urs o f hig he r g ra d e  a nd  sta g e . We  c o nc lud e d  tha t 
AQPs ma y p la y a  ro le  in the  pro g re ssio n o f UBC a nd , in pa rtic ula r, tha t this 
c o uld  b e  o f p ro g no stic  va lue 5. In suppo rt o f this, we  ha ve  re c e ntly 
d e mo nstra te d  tha t lo ss o f AQP3 pro te in e xpre ssio n wa s a n ind e pe nd e nt 
ma rke r a sso c ia te d  with wo rse  pro g re ssio n-fre e  surviva l in pa tie nts with pT1 
UBC, a  find ing  tha t wa s c o nfirme d  b y multiva ria te  Co x re g re ssio n a na lysis6.  
To  d a te , the  c linic a l sig nific a nc e  o f AQP3 pro te in e xpre ssio n in musc le -
inva sive  b la d d e r c a nc e r (MIBC) re ma ins une xp lo re d . The  a im o f the  pre se nt 
stud y wa s to  inve stig a te  the  pro g no stic  va lue  o f AQP3 in te rms o f p ro g re ssio n 
a nd  surviva l o f pa tie nts d ia g no se d  with MIBC a nd  to  d isc uss the  po te ntia l 
use fulne ss o f the  ma rke r with re g a rd s to  the  d e sig n o f the ra pe utic  stra te g ie s.  
 
Material and Methods 
Patients with MIBC (pT2‐T4), who were subjected to transurethral resection of the bladder 
followed by radical cystectomy, lymph‐node dissection and urinary diversion between 2001 
and 2006 were  included  in the present study. Cases  in which the histological evaluation of 
the cystectomy specimen did not confirm MIBC, patients with distant metastases at  initial 
diagnosis  and  those who  received  neoadjuvant  chemotherapy  prior  to  surgery were  not 
included in the study.  
Postoperatively, adjuvant  chemotherapy  (CTx) was  recommended  to patients with  lymph‐
node  involvement  (pN+).  All  patients  underwent  regular  follow‐up  visits  consisting  of 
physical examination, ultrasound and laboratory tests. CT and skeletal scans were restricted 
to patients with  suspicion of  recurrent and/or metastatic disease. All  surgical procedures, 
CTx  and  follow‐up  visits  were  carried  out  at  the  Department  of  Urology,  Regensburg 
University Medical  Center.  Collection  of  tissue  specimens  had  the  approval  of  the  local 
research ethics committee and full informed patient consent.  
We retrospectively reviewed the histopathological and clinical data of all patients in relation 
to tumour recurrence, disease progression, and cancer‐specific survival. Mean follow‐up was 
33 ± 3.1 months. Range, median 
 
 
 
Immunohistochemistry 
Cystectomy specimens were processed, fixed in 10% formalin, dehydrated and embedded in 
paraffin wax. Dewaxed 4μm tissue sections were subjected to antigen retrieval by boiling for 
10 min in tris‐ethylenediaminetetraacetic acid before labeling with titrated primary antibody 
(polyclonal anti‐AQP3, host: rabbit, antigen: human AQP3, dilution 1:2000, Abcam, USA) for 
16h  at 4°C, as described5. Positive  control  tissues of normal human urothelium  known  to 
express the antigen and negative controls in which the primary antibody was omitted were 
included in all experiments. All slides were examined in a blind fashion by two of the authors 
(P.R.  and  A.H.,  an  expert  uropathologist)  using  a  Primo  StarTM  microscope  (Carl  Zeiss 
Microimaging, Jena, Germany).  
 
 
Assessment of AQP3 protein expression 
Labelled  photomicrographs  were  ranked  according  to  immunohistochemical  patterns 
relating to the expression and distribution of AQP3 within the tumour. The ranking criteria 
used to grade the antigen expression were as follows:  
0 ‐ no expression 
1 ‐ cytoplasmatic expression 
2 ‐ weak cell membrane‐associated expression 
3 ‐ intense expression restricted to the cell borders 
Each sample was assigned a numerical value according to its rank. Representative examples 
for each rank are shown in Figure 1.  
 
Statistical Analysis 
Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics, version 21.0 (SPSS Inc, Chicago, 
IL). Different  patient  characteristics  and  clinicopathological  parameters were  evaluated  in 
relation  to  the  AQP3  protein  expression  status  of  the  patients  using  Fisher’s  exact  test. 
Multivariate Cox regression analysis was performed to explore the prognostic value of AQP3 
expression and other clinicopathological parameters in terms of progression, cancer‐specific 
and  overall  survival.  Progression‐free,  cancer‐specific  and  overall  survival  rates  were 
calculated  by  Kaplan‐Meier  analysis  and  Log  rank  test.  P‐values  <0.05  were  considered 
statistically significant.   
 
 
 
Results 
 
Patient characteristics 
100 patients met the inclusion criteria. Patient characteristics, clinical and histopathological 
data are summarized in Figure 1.  
Oncological outcome  
10% of patients were diagnosed with  local  tumour  recurrence  in  the  course of  follow‐up. 
Systemic progression, i.e. distant metastases, occurred in 30% of patients. At the end of the 
follow‐up period  a  total of  40% of patients were  alive, while  60% had died  (38%  cancer‐
specific mortality and 22% from other causes than UBC). 
Expression of AQP3  
Overall, 65% of tumours were classified as AQP3‐negative (no expression, rank 0). Expression 
of AQP3 was  shown  to be present  in 35% of all  tumour  specimens.  Intense membranous 
expression, as seen in normal human urothelium, was found in 23% (rank 3), whereas weak 
(rank  2)  or  cytoplasmic  (rank  1)  labeling was  present  in  11  and  1  tumours,  respectively. 
Interobserver variability was 6%. These cases were re‐evaluated and  the most appropriate 
rank was agreed upon. 
Having  primarily c lassifie d the  tumo urs into  AQP3-po sitive  and -ne gative , the  pro po rtio n o f 
AQP3-po sitive  tumo ur are as re lative  to  the  who le  tumo ur spe c ime n was subse que ntly 
e xamine d, to  pro vide  an ide a o f AQP3 e xpre ssio n he te ro ge ne ity. Ove rall, 20% o f spe c ime ns 
e xhibite d AQP3-po sitivity in mo re  than 75% o f the  to tal are a o f the  tumo ur, whe re as 
e xpre ssio n be twe e n 26-75% and < 25% o f the  tumo ur was o bse rve d 49% and 21%, 
re spe c tive ly. Ho we ve r, furthe r stratific atio n o f the  c o ho rt ac c o rding  to  AQP3 e xpre ssio n 
he te ro ge ne ity did no t sho w re le vant diffe re nc e s in survival analysis (re sults no t sho wn). 
Representative immunohistochemistry findings are shown in Figure 1.   
In multivariate regression analysis,  loss of or reduced AQP3 expression (rank 0‐2 vs. 3) was 
shown to be independent of clinical and histopathological parameters, such as gender, age, 
pT  stage,  nodal  stage,  surgical margin  status,  associated  carcinoma  in  situ  and  adjuvant 
chemotherapy.   
Kaplan‐Meier  analysis  of  AQP3  expression  in  relation  to  progression‐free  and  cancer‐
specific survival 
Intense,  cell membrane‐associated AQP3  expression  (rank  3)  in  the  cystectomy  specimen 
was associated with a  statistically  significantly better 5‐year progression‐free  survival  (PFS 
75%  vs. 19%, p=0.043)  and  cancer‐specific  survival  (CSS 75%  vs. 18%, p=0.030)  compared 
with loss of or reduced/abnormal expression (rank 0, 1 and 2). Despite better overall survival 
(OS)  in  patients  with  intense  AQP3  expression  (rank  3),  the  difference  did  not  reach 
statistical significance (51% vs. 11%, p=0.070). Representative results are shown in Figure 2A 
and B. 
 
Multivariate Cox regression analysis of the AQP3 expression status and clinicopathological 
parameters in relation to PFS, CSS and OS  
Multivariate Cox regression analysis revealed lymph node (LN) involvement (HR 2.07, CI 1.26 
–  3.40,  p=0.004),  positive  surgical margins  (HR  2.15,  CI  1.07  –  4.30,  p=0.031)  and  AQP3 
expression status (HR 2.87, CI 1.06 – 7.80, p=0.038) to be independent predictors of PFS. LN 
involvement (HR 2.09, CI 1.31 – 3.33, p=0.002) and AQP3 expression (HR 3.33, CI 1.22 – 9.09, 
p=0.019) were  found  to be  independent predictors of CSS, whereas pT  stage  (HR 1.67, CI 
1.05 – 2.67, p=0.032) and LN status  (HR 1.54, CI: 1.07 – 2.21, p=0.019) were  independent 
predictors  for  OS.  By  contrast,  the  AQP3  expression  status  did  not  yield  statistical 
significance  with  regard  to  OS  (HR  1.96,  CI  0.99  –  3.90,  p=0.055)  Results  are  shown  in 
Supplementary Table 2. 
 
 
Discussion 
In the past 2 decades, a plethora of urothelial carcinoma‐associated biomarkers have been 
identified,  including growth  factors and  their cognate  receptors, oncogenes, oncoproteins, 
tumor suppressor genes, hormone receptors, proliferation and apoptosis markers, and cell 
adhesion molecules 7. However, the diagnosis and therapeutic management of patients with 
bladder  cancer  continues  to  be  based  primarily  on  conventional  clinical  and  pathological 
tumour staging and grading.  
Despite  efforts  in  establishing  tissue  biomarkers  that  may  assist  urological  surgeons  in 
selecting patients  in need  for early  radical  surgery and  (neo‐)adjuvant  chemotherapy,  the 
major findings in this field have had little clinical and translational impact so far 7, 8. To date, 
lymph node status (pN+/‐) is the most widely accepted clinical predictor of progression‐free 
and cancer‐specific survival in patients with MIBC. Hautmann et al provided compelling data 
of  a  large  cohort of 1100 patients with MIBC having undergone  radical Cx without  (neo‐) 
adjuvant chemotherapy. Involvement of only a single lymph node (pN1) was associated with 
cancer‐specific death in over 80% of patients. None of the patients with pN2/3 survived. The 
authors suggested that adjuvant CTx should be recommended to patients with histologically‐
proven  lymph node  involvement. They hypothesized that all patients with MIBC potentially 
benefit from neoadjuvant CTx 9. However, Burger et al only recently presented the results of 
a survey revealing strong misgivings against neoadjuvant CTx amongst European urologists, 
presumably  due  to  the  lack  of  clearly  defined  parameters  or  markers  that  help  select 
patients who could benefit from the treatment 10.  
We have previously demonstrated that several AQPs are expressed both in well‐established 
urothelial cancer cell lines and in human bladder carcinoma specimens. Our results indicated 
that  there  is a correlation between AQP3 protein expression and  tumour stage and grade, 
with APQ3 expression being reduced or lost in tumours of higher grade and stage. Pre vio us 
inve stig a tio ns into  the  sig nific a nc e  o f AQPs in no n-uro lo g ic a l tumo urs ha ve  a lmo st 
inva ria b ly d e mo nstra te d  o ve r-e xpre ssio n o f AQP3 a nd  it ha s b e e n hypo the size d  tha t 
tha t AQP3 ma y b e  a  p ro mising  drug  ta rg e t in the  tre a tme nt o f va rio us e p ithe lia l 
tumo urs 11, 12. The  c o ntra sting  e xpre ssio n pa tte rn o f AQP3 b e twe e n UBC a nd  
c a rc ino ma  type s o f no n-uro the lia l o rig in is striking  a nd  ma y b e  e xp la ine d  b y the  
hypo the sis tha t in huma n uro the lium e xpre ssio n a nd  func tio n o f AQP3 is a sso c ia te d  
with the  phe no type  (p ro life ra tive  o r d iffe re ntia te d ) o f the  c e lls. Thus, it is c o nc e iva b le  
tha t lo ss o f d iffe re ntia tio n ma y b e  pa ra lle le d  b y lo ss o f AQP3 e xpre ssio n in tumo ur 
c e lls. Moreover, it is tempting to speculate that loss of AQP3 in UBC may be associated with 
resistance  to  apoptotic  stimuli,  as  previously  shown  for  AQP  8  and  9  in  hepatocellular 
carcinoma  13. Ba se d  o n the se  find ing s, we  concluded  that AQPs may play  a  role  in  the 
progression of UBC and, in particular, that this could be of prognostic value 5. In support of 
this, we have provided strong presumptive evidence that loss of AQP3 protein expression is 
associated with worse progression‐free survival  in patients with pT1G2/G3 carcinomas and 
we hypothesized  that  this  could  also  apply  to muscle‐invasive  tumours  6.  This  hypothesis 
seems to be confirmed by the results of the present study. Intense, cell membrane‐restricted 
AQP3  expression  in  the  cystectomy  specimen  was  associated  with  both  a  statistically 
significantly better 5‐year progression‐free and cancer‐specific survival compared with  loss 
of  or  reduced  and  abnormal  expression,  respectively. Moreover,  expression  of AQP3  and 
lymph  node  involvement  were  shown  to  be  independent  predictors  of  progression  and 
cancer‐specific  survival  in  multivariate  Cox  regression  analysis.  It  is  noteworthy  in  this 
context that the AQP3 expression status was shown to be independent of clinicopathological 
parameters such as pathological stage and lymph node involvement. 
Collectively, our previous and current findings suggest that loss of AQP3 expression may be 
implicated  in  a molecular  program  associated with  loss  of  differentiation,  progression  to 
muscle‐invasive  disease  and,  ultimately, with mechanisms  resulting  in metastatic  spread, 
such as  lymphovascular  invasion and  resistance  to apoptotic  stimuli. Future  studies, using 
our  relevant  in vitro models, will aim  to address  these aspects  in order  to understand  the 
importance of loss of AQP3 expression in UBC and its underlying molecular mechanisms.  
In  relation  to  the  clinical  significance  of  our  findings,  we  propose  that  the 
immunohistochemical  assessment  of  AQP3  in  UBC  specimens may  constitute  a  clinically 
relevant supplementary parameter  that could, alongside conventional grading and staging, 
be  implemented  in  future  diagnostic  and  clinical management  strategies.  Assuming  that 
AQP3  is an  independent marker of disease progression,  its expression status  in the primary 
transurethral  resection  specimen  could  serve  as  a  novel  marker  that  enables  urological 
surgeons to select candidates  for early cystectomy  (AQP3‐negative pT1G3 tumours) versus 
patients who may benefit  from conservative  treatment  (AQP3‐positive  tumours). Similarly, 
loss of AQP3 in muscle‐invasive UC of the bladder could serve as a criterion for the selection 
of patients who are candidates for neo‐adjuvant chemotherapy prior to Cx.  
Nevertheless,  the strength of  the conclusions  from our  results may be  limited, as we performed a 
retrospective, single‐center study on a relatively  limited number of Cx specimens. Selection bias is 
likely  and has  to be  considered  in  the  interpretation of  the  results.   Moreover,  the  large 
confidence intervals found in multivariate analysis indicate restricted statistical power of the 
study. Considering the low proportion (23%) of cases with intense AQP3 expression and the 
low mortality  in  this group, 100 specimens may be  low  for a reliable multivariate analysis. 
Thus,  a  prospective,  appropriately  powered, multi‐institutional  center  study  comprising  a 
large  number  of  patients would  be  required  to  draw more  clinically  relevant  conclusions 
from  our  preliminary  observations.  Of  note  also,  UC  is  well‐known  for  its  extraordinary 
tumour  heterogeneity  reflected  by  diverse  morphological  manifestations  and  various 
molecular  alterations  associated with  these different  tumour phenotypes. Hence,  a  single 
marker such as AQP3 is  unlikely to be adequate to sufficiently characterize the progression 
risk and probability of recurrence. Clinical nomograms combining the results from selected 
biomarkers as well as clinicopatholgical parameters need to be established to  increase the 
accuracy of clinical predictions.  
 
Conclusions 
Biomarkers  that  prospectively  evaluate  tumour  aggressiveness,  probability  of  recurrence, 
progression  risk  and  overall  prognosis would  improve  the  care  and  prognosis  of  patients 
with bladder cancer.  The present study provides prima facie evidence that the expression of 
AQP3 by  the  tumours  is an  independent predictor of progression‐free and  cancer‐specific 
survival  in  patient  with  muscle‐invasive  bladder  cancer.  Integration  of  AQP3  with 
conventional  clinical  and  pathologic  staging  may  refine  clinical  decision  making  for  the 
selection of candidates benefiting from (neo‐)adjuvant chemotherapy. 
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